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(54) Tide: ADENOSINE DETECTION IN SMALL SAMPLES 

(54) Bezeichnung: NACHWEIS VON ADENOSIN IN KLEINEN PROBEN 

(57) Abstract 

The invention relates to a method for detecting adenosine with the inactive S adenocyl homocystine hydrolase enzyme which selectively 
and only binds adenosine with a high affinity. The inventive method enables adenosine to be determined in small sample volumes without 
the need for additional purification of said sample. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Nachweisverfahren von Adenosin mit dem inaktiven Enzym S-Adenosylhomocystein Hydrolase, das 
nur noch Adenosin mit hoher Affinitat selektiv bindet. Dadurch ist es moglich, Adenosin in kleinen Probenvolumina ohne zusatzliche 
Aufreinigung der Probe zu bestimmen. 
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Nachwois von Adenosin in kleinen Proben 

■ 

Die Erf indung, betrif ft ein Nachweisverf ahren zum Messen von 
Adenosin in kleinen Proben bei welchem zu einer auf Adenosin 
zu untersuchenden Flussigkeit reduzierte S-Adenosyl- 
5 homocystein-Hydrolase sowie markiertes Adenosin, jeweils in 
def inierten Mengen, zugegeben wird, danach der S-Adenosyl- 
homocystein-Hydrolase -Adenosin- Komplex, vorzugsweise mit 
einer Filtrationsapparatur abgetrennt wird und anschliefiend 
die in diesem Komplex vorhandene Markierung gemessen wird. 

10 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine 

Zusammenstellung der fur den Test erf orderlichan Analyse- - 
Substanzen. 

Adenosin ist ein endogenes Nukleosid, das als allgemein 
regulatorische Substanz zusammen mit anderen Hormonen und 
15 Neurotransmittern in physiologische Prozesse eingreift. Die 
Wirkungen von Adenosin werden uber Rezeptoren an der 
Zelloberf lache vermittelt, die ubiquitar in Saugetieren zu 
finden sind. 

Adenosin entsteht in der Zelle. zum einen aus dem Abbau von 

20 AMP durch endo- und ekto-5 ' -Nucleot idasen, zum anderen durch 
die Hydrolyse von S-Adenosylhomocystein (SAH) zu Adenosin 
und Homocystein durch die SAH-Hydrolase . Als Abbauprodukt 
der energiereichen Phosphate hat Adenosin allgemein die 
Funktion des Mediators der metabolischen Kontrolle der 

25 Organfunktion in Herz, Niere und ZNS. In der 

biomedizinischen Forschung (Biochemie, Pharmakologie, 
Physiologie, klinische Chemie) nimmt das Interesse des 
Nachweises von endogenem Adenosin u.a. deswegen zu, weil in 
der letzten Zeit Adenosin-Rezeptor antagonisierende 

30 Substanzen als Arzneimittel in die Therapie eingefuhrt 

werden. Im Rahmen dieses gestiegenen Interesses am Adenosin 
nimmt auch die Forschung in den Laboratorien als auch in den 
UniversitStskliniken weltweit zu urn zu belegen, daS unter 
verschiedenen Funktionszustanden die Adenosinkonzentrationen 

35 in den Korperf lussigkeiten geandert werden. 
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Zur Messung von Adenosin stehen gegenwartig mehrere Methoden 
zur Verfugung: 

1 . Spektralphotometer 

Am Photometer wird der Abbau von Adenosin durch die 
5 Adenosindesaminase bei einer Wellenlange von 265 nm 

gemessen. Der Nachteil dieser Mefimethode besteht darin, da£ 
die zu messende Probe frei sein muS von interf erierenden 
Substanzen, was zu einer zusatzlichen Aufreinigung der Probe 
f uhrt . AuSerdem liegt die Nachweisgrenze fur Adenosin im 
10 Photometer bei 10~ 7 M. 

2 . Hochdruckf lussigkeitschromatographie (HPLC) 

Auch die HPLC detektiert das Adenosin bei einer Wellenlange 
von 265 nm. Eine Inter ferenz mit anderen Substanzen, bei 
dieser Wellenlange, kann durch die geeignete Wahl des 
15 FlieSmittels umgangen werden. Ein Nachteil dieser Methode 

ist die zusatzliche Aufreinigung der Proben. Hinzu kommt die 
geringe Sensitivitat der HPLC, die ahnlich der des 
Photometers (3-10~ 7 M) ist. 

3 . Radioimmunoassay 

20 Der RIA beruht auf einer Antikorper Methode mit Adenosin 
2 ■ ,3 ■ -O-Disuccinyl-3- [ 125 I] -Iodtyrosin Methyl Ester als 
Tracer und einem Antikorper gegen Disuccinyliertes -Adenosin. 
Ein Vorteil dieser Methode liegt darin, dafi eine 
Aufreinigung der Proben entfallt, nachteilig ist die 

25 Succinylierung jeder Probe vor der Messung. Die 

Nachweisgrenze dieses Tests liegt bei 6-10" 9 M. Damit ist 
der RIA zum Nachweis von Adenosin empf indlicher als HPLC und 
Photometer. Ein weiterer Nachteil dieses Testes ist, dafi er 
nur in Japan erhaltlich und mit 1600.- DM fur 40 Proben 

30 einschlieSlich Eichkurve recht teuer ist. 

Aufgabe der Erfindung war es daher, ein Nachweisverf ahren zu 
schaffen, das es ermoglicht, auch in kleinsten Proben von 
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z.B. 10 iil f . oder in Biopsien von 2-10 mg Gewebe, Adenosin 
. messen zu konnen, das keine aufwendige Aufreinigung der 
Probe erfordert und sehr sensitiv ist . 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemafi dadurch gelost, dafc.ein 
5 Nachweisverf ahren zum Messen von Adenosin in kleinen Proben 
zur Verfugung gestellt wird, bei welchem zu einer auf 
Adenosin zu untersuchenden Flussigkeit reduzierte S- 
Adenosylhomocystein-Hydrolase sowie markiertes Adenosin, 
jeweils in definierten Mengen, zugegeben wird, danach der S- 
10 Adenosylhomocystein-Hydrolase-Adenosin-Komplex, vorzugsweise 
mit einer Filtrationsapparatur abgetrennt wird und 
anschlieisend die in diesem Komplex vorhandene Markierung 
gemessen wird. 

Dieses Nachweisverf ahren beruht auf der Fahigkeit des Enzyms 
15 SAH-Hydrolase (reduzierte Form des Enzyms) Adenosin zu 
binden. 

In der nachf olgenden Tabelle 1 sind die Werte aufgefuhrt die 
belegen, dafi das reduzierte Enzym Adenosin bindet nicht aber 
die Substanzen die an das nicht reduzierte Enzym binden. 
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Tabolle 1 



Verdrangung des 3H-Adenosins von der reduzierten und nicht 

reduzierten Form der SAH-Hydrolase durch Adenosin und 
Adenosin Analoga . Angegeben aind die EC 50 -Werte in nmol/1. 



5 


Adenosin Analoga 


nicht -reduzierte 
SAH-Hydrolase 


reduzierte 
SAH -Hvdrol ase 


10 


Adenosin 


57 


24 


cAMP 


104 


> 100000 




Adenin 


11500 




15 


2 'Desoxyadenosin 


94 




- 


SAH 


246 




20 


Homocystein 


5000 


5000 


AMP 


10000 


100000 




ADP 


10000 


> 100000 1 


25 


AMP 


10000 


> 100000 




Inosin 


10000 


10000 


30 


Diadenosin-Diphosphat 


138 


10000 




Diadenosin-Dialdehyd 


180 


10000 




NECA 


240 


> 100000 


35 


Theophyllin 


> 100000 


> 100000 



Die Vorteile dieses neuen Nachweisverf ahrens bestehen darin, 
da£ dieses enzymatisch inaktive Enzym weiterhin seine 
F&higkeit Adenosin mit hoher Aktivitat (K d 20 nM) zu binden 
behalt. Da dieses Enzym keine Interf erenzen mit endogen 
vorkommenden Substanzen zeigt, entfallt eine weitere 
Aufreinigung der zu untersuchenden Proben. 

Im folgenden soil die Erfindung an Hand eines moglichen 
Ausfuhrungsbeispiels naher erlautert werden: 
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Gereinigt wird die SAH-Hydrolase aus Organen z.B. aus 
Rindernieren bis zur Homogeni tat . 

Das Enzym wird mit klassischen chromatographischen Methoden 
gereinigt. 

5 Die Rinderniere (600 g) wird mit 50. mM Kaliumphosphat Puffer 
pH 7.0, 1 mM DTT; 1 mM EDTA, im Verhaltnis 1 Teil Niere, 2 
Teile Puffer homogeni siert und anschliefcend fur 45 Minuten 
bei 20000 x g und 4°C abzentrifugiert . Der Uberstand wird 
mit einer 50% Ammoniumsulf atf allung (164 g/1) gefallt und 
10 durch Zentrifugation 30 Minuten bei 20000 x g wird das 

Prazipitat abgetrennt. Das Prazipitat wird in 300-400 ml 20 
mM Tris/HCl Puffer pH 7.4, 1 mM DTT, 1 mM EDTA gelost und 
ij.be» T Na.cht gegen den gleichen Puffer dialysi-srt 

Saulenchromatog r aph i e 

15 1. DEAE-Saule. 

Die dialysierte Proteinlosung wird auf eine DEAE-Saule (25 x 
5 cm) aufgetragen die gegen den 20 mM Tris/HCl Puffer pH 
7.4, 1 mM DTT und 1 mM EDTA aquilibriert wurde . Nach Spulen 
der Saule mit weiteren 1000 ml des gleichen Puffers wird das 

20 Enzym entlang eines linearen Gradienten - 1000 ml 

Startpuffer und 1000 ml 500 mM KC1 in oben genanntem Puffer 
- eluiert. Die SAH-Hydrolase eluiert bei einer Konzentration 
von 250-350 mM KCl (Lauf geschwindigkeit 10 ml/min) . Die 
enzymatisch aktiven Fraktionen aus der 

25 Ionenaustauschchromatographie werden vereinigt (ca. 350 ml) 
und gegen Kaliumphosphatpuf f er 10 mM pH 7.0 dialysiert. 

2 . Hydroxylapatit-Saulenchromatographie 

Die dialysierte Enzymlosung wird anschliefcend uber eine 
Hydroxylapatit Bio-Gel HTP Saule (10 x 5 cm) gegeben, welche 
30 vorher mit 10 mM Kaliumphosphatpuf fer pH 7.0 aquilibriert 

wurde. Unter diesen Bedingungen wird die SAH-Hydrolase nicht 
an das Saulenmaterial gebunden, sondern erscheint in den 
Durchbruch- Fraktionen (Lauf geschwindigkeit 1.5 ml/min). 

3 . Aminohexyl Sepharose Chromatographie 

35 Die enzymatisch aktiven Fraktionen werden vereinigt und auf 
eine 10 EAH-Sepharose 4B Saule 10 x 2.6) aufgetragen. 
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Aquilibriert wird die Saule mit 10 mM Kaliumphosphatpuf fer . 
Diese Saule dient neben der Aufreinigung der 
Aufkonzentrierung der Fraktionen von der Hydroxylapatit 
Saule. Das Enzym wird mit einem linearen 500 mM KC1 
5 Salzgradienten in 10 mM Kaliumphosphatpuf fer pH 7.0 eluiert. 
Die enzymatisch aktiven Fraktionen, die bei einer 
Konzentration von 120 - 200 mM KC1 eluierten, werden 
vereinigt und mit Hilfe eines Proteinkonzentrators 
(AusschluSmolekulargewicht der Membran 30000 Dalton) auf 3 
10 ml auf konzentriert . 

4. Superdex TM Gelf iltrations Chromatographic 
Die konzentrierte Enzymlosung wird aJbschlie&arid auf eine Hi 
Load TM 26/60 Superdex TM Saule (60 x 2.6 cm) aufgegeben, 
die mit PBS pH 7.4, 1 mM DTT und 1 mM EDTA aquilibriert 
15 wurde. Die Chromatographie wird mit dem gleichen Puffer bei 
einer Lauf geschwindigkeit von 0.2 ml/min durchgef uhrt . Die 
enzymatisch aktiven Fraktionen werden vereinigt und der 
Proteingehalt bestimmt. 

Die Reinheit des isolierten Enzyms wird mit der SDS- 
20 Polyacrylamidgradientengel Elektrophorese uberpruft. 

Aus einer 600 g schweren Nieren werden 3 0 mg SAH-Hydrolase 
erhalten. Dieses Enzym wird durch Austausch des NAD + mit 
NADH inaktiyiert. 

Die Inaktivierung des Enzyms kann mit drei unterschiedlichen 
25 Methoden durchgef uhrt werden: 

1. Das enzymatisch aktive Enzym wird mit 150 mM NaCl, 8mM 
ATP und 8 mM MgCl 2 fur 90 Minuten bei 37°C inkubiert . In 
dieser Zeit lost sich das fest gebundene NAD + vom Enzym, das 
durch anschliefiende Dialyse entfernt wird. Es entsteht ein 

30 apo-Enzym ohne Enzymaktivitat und ohne Adenosin- 

Bindungskapazitat . mit einer 1 mM NADH Losung wird das apo- 
Enzym fur weitere 90 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 
Danach wird das nicht gebundene NADH durch Dialyse entfernt 
und es resultiert ein enzymatisch inaktives Enzym mit hoher 

3 5 Adenosin-Bindungskapazitat . 
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2. Das enzymatisch aktive Enzym wird in einem Verhaltnis 1:2 
mit gesattigter Ammoniumsulf atlosung 60 Minuten bei 
Raumtemperatur oder 0°C inkubiert . Nach 30 minutiger 
Zentrifugation bei 12000 x g wird das Pellet in 15 mM 

5 . Tris/Hepes Puffer pH 7.0 gelost und gegen den gleichen 

Puffer 6 Stunden mit 2 x Puf f erwechsel dialysiert. Danach 
wird das apo-Enzym mit 1 mM NADH fur 90 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. Das nicht gebundene NADH wird 
durch Dialyse entfertn. Die NADH-SAH-^H-olase ist 
10 enzymatisch inaktiv, besitzt aber Adenosin 
Bindungskapazitat . 

3. Enzymatisch aktive SAH-Hydrolase wird mit 100 /iM Azido- 
Adenosin fur 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Danach 
wird das Enzym-Azido-Adenosin-Gemisch 5 Minuten mit 

15 kurzwelligem UV-Licht (254 nm) bestrahlt. Dadurch bindet das 
Azido -Adenosin kovalent an die SAH-Hydrolase was zu einer 
enzymatischen Inaktivierung des Enzyms f uhrt . Das 
uberschussige Azido-Adenosin wird durch Dialyse entfernt. 
Diese reduzierte SAH-Hydrolase ist enzymatisch inaktiv, 

20 bindet jedoch Adenosin mit hoher Kapazitat. 

Bei der Reduktion der SAH-Hydrolase, unabhangig von der 
angewandten Methode, kommt es zu einem Verlust an Protein 
von 25% (entspricht 7.5 mg) . Das inaktive Enzym (2 mg/ml) 
ist bei 4°C in Pufferlosung (20 mM Tris/Hepes pH 7.0) bis zu 

25 4 Wochen stabil. Bei -20°C uber 2 Monate. In lyophylisiertem 
Zustand (2 mg/ml) und bei -20°C ist dieses Enzym uber 4 
Monate lang stabil. Aus einer Rinderniere lafit sich soviel 
Bindungsprotein herstellen, dafi etwa 20000 Proben auf ihre 
Adenosinkonzentration gemessen werden konnen. 

30 Nachweis von Adenosin durch Hemmungsexperiment : 

Nachgewiesen wird das Adenosin mit Hilfe eines sogenannten 
Hemmungsexperiments. Dabei konkurriert das Adenosin aus der 
zu messenden Probe mit dem radioaktiv markierten Adenosin urn 
die Bindungsstelle am reduzierten SAH-Hydrolase Molekul . 

35 Zum Nachweis der Adenosin Konzentration werden pro 

Versuchsansatz, der ein Endvolumen von 300 (xl enthalt, 
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folgende Einzelkomponenten zugegeben: 

100 fil reduzierte SAH-Hydrolase (1 /xg/300 /il) 
- 50 /il 3 H-Adenosih (1 pmol/300 /il) - Spezifische 
Aktivitat 62 Ci/mmol 
100 /il Probe 

50 /il Puffer - 20 mM Tris, 40 mM Hepes Puffer pH 7.4 

Da die Assoziation von Adenosin an das reduzierte Enzym bei 
Raumtemperauui 10 Stunden dauert, werden die Proben uber 
Nacht inkubiert. Das an das reduzierte Enzym gebundene 
radioaktiv markierte Adenosin wird von dem nicht gebundenen 
Adenosin uber einen Nitrocellulosef ilter mit einer 
Filtrationsapparatur -getr-eant. Dabei bleibt der Adenosin- 
Enzym- Kompl ex auf dem Filter hangen und die gebundene 
Radioaktivitat wird mit einem Szintillationscounter gemessen 

Damit das Adenosin aus der Probe ausgewertet werden kann, 
wird eine Eichkurve mit bekannten Adenosinkonzentrationen 
hergestellt. Eingesetzt werden Adenosin-Konzentrationen von 
1 - 100 nM. Wenn nun der Logarithmus der eingesetzten 
Adenosin-Konzentrationen gegen die spezifische Bindung von 

H-Adenosin aufgetragen wird ergibt sich klassischerweise 
eine sigmoidale Dosis-Wirkungskurve. Der Anstieg dieser 
Kurve ergibt die Eichgerade. Anhand dieser Kurve lafit sich 
nun die unbekannte Adenosin-Konzentration in der Probe' 
bestimmen. 

Da die Affinitat von Adenosin an das inaktive Enzym hoch ist 
und erf indungsgemaS 3 H-Adenosin als Tracer benutzt wird, 
liegt die Nachweisgrenze fur Adenosin in diesem Assay bei 
10" 10 M oder 10 f mole/Probe. 

Dieses Nachweisverf ahren kann fur Forschungszwecke 
eingesetzt werden, wenn nur kleine Probenmengen zur 
Verfugung stehen und die Sensitivitat der HPLC- oder anderen 
Methoden nicht ausreicht . Weitere Anwendungen des Radio- 
Enzym-Testes sind Kontrastmitteluntersuchungen und 
Nierentransplantationen als prognostische Aussage fur die 
Nierenf unktion . 
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Die erf indungsgemaSe Zusammenstellung von Analyse-Substanzen 
■ zur Bestimmung von Adenosin in kleinen Proben wird gemafc 
nachfblgendem Beispiel beschrieben. 

Test-Kit zur Bestimmung von Adenosin enthaltend: 

5 [2 ,8, 5' - 3 H] -Adenosin 110 pmol (lyophylisiert ) 

Reduzierte SAH-Hydrolase 110 /xg (lyophylisiert) 
Adenosin 16.5 mg (pulv.) 
Aktivkohle 2 g (pulv.) 
Dextran 1 g (pulv.) 
10 20 mM Tris/HCl Puffer ph 7.0 100 ml Konzentrat 2x (liquid.) 

Zum erf indungsgemafien Nachweis von Adenosin werden [2,8,5 ! - 
3 H] -Adenosin und die reduzierte SAH-Hydrolase mit 20mM 
Tris/HCl Puffer ph 7 . 0 rekonstituiert . Aus den 16.5 mg 
Adenosin wird eine 6 mM Adenosin-Losung hergestellt und 
15 entsprechend verdunnt, urn eine Eichgerade mit 

Endkonzentrationen im Testansatz von 10, 25, 50, 75, 100, 
150 und 200 nM zu haben. 

Aktivkohle und Dextran werrden dazu benotigt, urn eine 0.6% 
Aktivkohle und 0.2% Dextran enthaltende Losung in 20 mM 
20 Tris/HCl pH 7.0 herzustellen . 

Der Enzym-Ligand-Komplex mufc mittels Filtration getrennt 
werden . 

Durch Zugabe von 1 ml der Aktivkohle/Dextranlosung zum 
Testansatz und anschliefiende Zentrifugation kann der Enzym- 
25 Ligand-Komplex ebenfalls abgetrennt werden. 

Zur analytischen Bestimmung werden jeweils 100 fil [2,8,5'- 
3 H] -Adenosin, 100 fil SAH-Hydrolase und 100 fil Probe bzw. 
kaltes Adenosin fur die Eichgerade eingesetzt. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zum Nachweis von Adenosin in Flussigkeiten, 
dadurch gekennzeichnet , dafi zu einer auf Adenosin zu 
untersuchenden Flussigkeit reduzierte S-Adenosylhomocystein- 
5 Hydrolase sowie markiertes Adenosin, jeweils in definierten 
Mengen, zugegeben wird, danach der S-Adenosylhomocystein- 
Hydrolase-Adenosin-Komplex, vorzugsweise mit einer 
Filtrationsapparatur abgetrennt wird und anschliefiend die in 
diesem Komplex vorhandene Markierung gemessen wird. 

10 2 . Verfahren zum Nachweis von Adenosin in Flussigkeiten nach 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi die Markierung eine 
radioaktive oder Fluoreszenzmarkierung ist. 

3. Verfahren zum Nachweis von Adenosin in Flussigkeiten 
nach20 Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dafi eine 

15 Probenvorbereitung und Auf reinigung, urn storende andere 
Substanzen wie sie normalerweise in Korperf lussigkeiten 
gefunden werden, nicht mehr notig ist. 

4 . Verfahren zum Nachweis von Adenosin in Flussigkeiten nach 
Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dafi Adenosin bei 

20 Kontrastmitteluntersuchungen gemessen wird. 

5. Verfahren zum Nachweis von Adenosin in Flussigkeiten nach 
Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dafi Adenosin zur 
Bestimmung des Funktionszustandes isolierter Organe gemessen 
wird. 

25 6. Zusammenstellung von Analyse -Substanzen zur Bestimmung 
von Adenosin in Flussigkeiten, enthaltend [2,8,5 ,3 H]- 
Adenosin, reduzierte SAH Hydrolase, Adenosin, Aktivkohle und 
Dextran. 

7. Zusammenstellung von Analyse-Substanzen zur Bestimmung 
30 von Adenosin in Flussigkeiten gemafi Anspruch 6, enthaltend 
110 pm [2, 8,5 ,3 H] -Adenosin, 110 fig SAH Hydrolase, 16.5 mg 
Adenosin, 2 g Aktivkohle, 1 g Dextran und 100 ml (2x 
Konzentrat) 20 mM Tris/HCl pH 7.0. 



WEST 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intern ml Application No 

PCT/EP 98/08314 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 6 G01N33/53 C12Q1/37 C12Q1/68 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 6 G01N C12Q 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and. where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category • 


Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


X.P 


BIOLOGICAL ABSTRACTS, 
Philadelphia PA USA; 
abstract no. PREV199800291792, 
see abstract 
XP002103818 

& D. KLOOR ET AL. : "A simple and 

sensitive assay for the measurement of 

adenosine in small samples." 

DRUG DEVELOPMENT RESEARCH, 

vol. 43, no. 1, 1 January 1998, page 33 

New York NY USA 


1-7 






/- 




| X | further documents are listed In the continuation ol box C. 


L J Patent fami,v mombera are listed In annex. 


• Special categories of cited documents : 

"A" document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

"E" earlier document but published on or after the international 
filing date 

1" document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"0" document referring to an oral disclosure, use, exhtoltion or 
other means 

"P" document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 


T* later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

"X" document of particular relevance: the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
Involve an inventive step when the document is taken alone 

"Y" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered lo involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art 

"&* document member of the same patent family 


Date of the 


actual completion of the international search 


Date of mailing of the International search report 


26 May 1999 


07/06/1999 




Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5818 Patentiaan 2 
NL-2280HV Rljswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (401-70) 340-3016 


Authorized officer 

Van Bohemen, C 



Form PC TV! S A/2 10 (second sheet) (Jiiy 1992) 



page 1 of 2 

WEST 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Interr tal Application No 

PCT/EP 98/08314 



C.(Contlnuatlon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Catagory ' ' Citation of document, with indication. where appropnate. of tha relevant passages 



Ralovanl to claim No. 



CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 125, no. 19, 

4 November 1996 

Columbus, Ohio, US; 

abstract no. 241657, 

XP002103819 

see abstract 

& D. KL00R ET AL. : 

"S-adenosylhomocyste1ne-hydrolase from 
bovine kidney. Enzymatic and binding 
properties" 

KIDNEY BLOOD PRESSURE RESEARCH, 
vol. 19, no. 2, 1996, pages 100-108, 
New York NY USA 



1-5,7 



Form PCT/1SA/2tO (conttnmtion ol i«cood sheet) (July 19«2) 



page 2 of 2 



WEST 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Inter. >nale» Aktenzolchen 

PCT/EP 98/08314 



A. KLASSIFIZ1ERUNQ OES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 G01N33/53 C12Q1/37 C12Q1/68 



Nach der International^ Patorttkfa&srffcation (tPK) odor nach der natlonalen Kiassiflkatlon und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klaseiftkattonasystem und Klasarfikationasymbole ) 

IPK 6 G01N C12Q 



Recherchlerle abar nicht rum Mindesiprufstoff gehdrende Verdffentlichungen, soweit dlese untar die recherchierten Gebtete fallen 



Wahrend dar Internationale n Recherche konsultierte alaktronischa Datenbank (Nama der Datenbank und evtl verwendote Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTUCH ANQESEHENE UNTERLAGEN 



Kaiegorw* B«i«ichnung derVerd^antiicftung; oOwSii-crfOKteriteh untar Ai .yaLo d sr ir. S atracSt k zrczr,x,r£z r. Tz'ic 



Set:. Ar^rjcrvNr. 



x,p 



BIOLOGICAL ABSTRACTS, 
Philadelphia PA USA; 
abstract no. PREV199800291792, 
siehe Zusammenf assung 
XP002103818 

& D. KL00R ET AL.: "A simple and 

sensitive assay for the measurement of 

adenosine in small samples." 

DRUG DEVELOPMENT RESEARCH, 

Bd. 43, Nr. 1, 1. Januar 1998, Selte 33 

New York NY USA 

-/- 



1-7 



LH 



Weitere Verdffentllchungen sJnd dar Fortsetzung von Feld C zu 
antnahman 



□ 



Siehe Anhang Patentfamilie 



* Besondere Kalegorlen von angegebenen Verdffentlichungen 
"A" Veroflerfflichung, die dan allgemetnen Stand dar Technik definiert, 
abar nicht ala beaonders bedeutsam anzuaahan ist 

"E" alteree Dokument, daa (adoch erst am Oder nach dam jntemationalan 
Anmaldadatum varoffantttcht wordan 1st 



"X' 



V Vartftantlichung, die gaaignat ist, einen Prtorittteanspruch zwefleihaft er- 
schelnen zu lessen, odar durch die daa Verbffentittiungsdatum einer 
andaran im Racherchanbertcht ganannten Verdttenttichung beiegt warden ~. 
so« odar die a us einem andaran baaondaran Grund angagaban ist (wia 
auagefuhrt) 

"O" VerbrrantBchung, die alch aid e<ne mundllche Offanbarung, 

elne Benutzung, eine Auaatallung odar andere Maflnahmen bo a g hi 

"P" VertJflentlJchung, die vor dam Internationale n AnmekJadaturn, abar nach 

dam baanapruchtan Prioritatadatum verdffentllcht wordan Ist * 



Spatere Veroffantiichung, die nach dam intamationalen Anmaldadatum 
odar dam Pndritatsdatum verdffenthcht wordan Ist und mit dar 
Anmeklung nicht koUldiert, sondarn nur zum Veratandnla daa dar 
Ertindung zugrundaliagandan Prinzlps Oder dar ihr zugrundaliegandan 
Theorie angagaban ist 

Verdffentllchung von b ©sonde re r Bedeutung; die boanspruchte Erflndung 
kann allain aufgrund dJeser Veroffantiichung nicht ala nau odar auf 
erfinderiecher Tatigkett baruhand betracntet warden 

Veroffantiichung von besondere r Bedeutung; die beanspruchte Erflndung 
kann nicht ate auf eriindertacher Tatigkeit baruhand betracntet 
warden, wenn die Veroffenitichung mit einer odar mahraran andaran 
Verdffentfichungen dleeer Kategorie in Verb tndung gobracht wird und 
dtese Verbindung fur einen Fachmartn naheUegend ist 

Veroffantiichung, die Mitgfied deraetoen PaientfamHIe ist 



Datum das Abschtusses dar intemalionalan Racharche 



26. Ma1 1999 



Absandadalum das intamationalen Recherche nberlchta 



07/06/1999 



Name und Poetanschrtft dar irrtamationaian Recnarchenbeborde 
Europaiaches Patentamt. P.B. 5818 Patentfaan2 
NL - 2280 HV Rijaw^k 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo ni, 
Fax: {+31-70) 340-3016 



Bevoilmacntlgter Bedlanstatar 

Van Bohemen, C 



Fomttaa PCT/1SA/210 {Btttt 2) (Jufl 1 992) 



Selte 1 von 2 



WEST 



INTERNATIONALE!* RECHERCHENBERICHT 


tntarn tales Akt«nzetchen 






PCT/EP 98/08314 


C.(Fort««ttung) ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


Katogorta* 


Bezeichnung der V8f6ffentitchung. eoweit erforderticfi unter Aagabe der in Betrachl kommervdan Teile 


Botr. Anspruch Nr. 


X 
A 


CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 125, no. 19, 

4. November 1996 

Columbus, Ohio, US; - 

abstract no. 241657, 

XP002103819 

slehe Zusammenfassung 

& D. KLOOR ET AL.: 

" S-adenosyl homocystel ne-hydrol ase from 
bovine kidney. Enzymatic and binding 
properties" 

KIDNEY BLOOD PRESSURE RESEARCH, 

Bd. 19, Nr. 2, 1996, Seiten 100-108, 

New York NY USA 


6 

1-5,7 



Fomttatt PC17ISA/210 (Fortiattung von Btatt 2) (JuH \992) 



Selte 2 von 2 



